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Skozi razvoj in potrebo po čim krajšem in učinkovitem iskanju novih zdravilnih učinkovin 
je v ospredje stopila zmožnost sinteze knjižnic strukturno različnih spojin. Za odkrivanje 
novih zdravilnih učinkovin se trenutno najpogosteje uporablja metodo visoke zmogljivosti 
rešetanja (High Throughput Screening – HTS), iz katere so se na osnovi načrtovanja 
strukture in lastnosti molekul razvili še drugi sorodni koncepti sintezne kemije. V zadnjem 
desetletju se je tako  znatno povečalo število novih odkritih spojin, vendar se kljub temu še 
vedno poslužujemo klasičnega pristopa rešetanja, zato poleg HTS knjižnic uporabljamo 
tako imenovane hišne (in-house) knjižnice.  
Namen magistrske naloge je bil razviti in optimizirati metodo tekočinske kromatografije 
visoke ločljivosti (HPLC) sklopljene z masnim detektorjem za identifikacijo ter 
kvantitativno določanje spojin knjižnice Fakultete za farmacijo. 
Glavni poudarek je bil na razvoju standardne HPLC metode, ter na velikem številu 
pripravljenih spojin, na katerih smo preverili učinkovitost naše metode. Predvsem smo 
raziskali vpliv različnih kromatografskih pogojev, kot je sestava mobilne faze, izbira 
primerne kromatografske kolone ter izbira ustreznega gradienta, kar bi omogočalo 
univerzalno uporabo. Z uporabo HPLC/MS metode smo bili sposobni identificirati 80 % 
preiskovanih spojin. Metoda je tako primerna za kvalitativno in kvantitativno vrednotenje. 
Ključni del raziskovalnega dela je bilo ročno preverjanje pridobljenih rezultatov, saj 
sodobno metode še ne omogočajo avtomatiziranega vrednotenja tako pridobljenih 
podatkov. Podatke smo ovrednotili in identificirali za osnovno spojino tudi prisotne 
nečistote. Z uporabo masne spektrometrije smo lahko tudi predvideli, kaj se je s 
preiskovano spojino zgodilo ter katere kemijske reakcijo so potekle pred ali po analiziranju 
spojin. Ostalim 20 % preiskovanih spojin niso ustrezali kromatografski pogoji, zato bi jih 
bilo potrebno obravnavati individualno. 
KLJUČNE BESEDE: knjižnica spojin, razvoj analizne metode, tekočinska kromatografija 






Focus on the ability of synthesize libraries of structurally different compounds  was given 
through discovery and need for quick and effective search of new active substances. For 
the discovery of new active substances, is most commonly used the High Throughput 
Screening (HTS) method, from which other related concepts of synthetic chemistry have 
been developed based on the design of the structure and properties of molecules. In the last 
decade, the number of new detected compounds has increased significantly, but 
nevertheless, we continue to use the classic approaches. In addition to HTS libraries we use 
the so-called in-house libraries.  
The aim of this thesis was to develop and optimize HPLC method coupled with a mass 
detector to identify and quantify the compounds from the library of Faculty of pharmacy. 
The main focus was on the development of the standard HPLC method, and on the large 
number of prepared compounds, for which we checked the effectiveness of our method. In 
particular, we investigated the impact of various chromatographic conditions, such as the 
composition of the mobile phase, the choice of an appropriate chromatographic column, 
and the choice of the appropriate gradient, which would allow the universal use. Using the 
HPLC / MS method, we were able to identify 80% of the investigated compounds. Method 
is therefore suitable for qualitative and quantitative evaluation. A key part of the research 
work was to manually verify the results obtained, since modern methods do not allow 
automated evaluation of data. The data were statistically evaluated and identified for the 
main compound and also its disintegrating products. By using the mass spectrometry, we 
could also predict what happened to the investigated compound and which chemical 
reaction has occurred before or after analyzing the compounds. The chromatographic 
conditions were not suitable for the  remaining 20% of the investigated compounds, thus 
should be considered individually. 
KEY WORDS: library of compounds, analytical methods development, high resolution 




HTS - Rešetanje visoke zmogljivosti (angl. high- throughput screening) 
ZU – zdravilna učinkovina  
FI – farmacevtski izdelek 
FO – farmacevtska oblika 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
MF – mobilna faza 
R – resolucija, ločljivost 
N – število teoretičnih podov  
As 
k'
 – Faktor simetrije (angl. Symmetry factor) 
 
LC – tekočinska kromatografija  
 – retencijski faktor (kapacitivnostni faktor) 
LOD – meja zaznavanja (angl. Limit of Detection) 
LOQ – meja določanja (angl. Limit of Quantitation)  
MS – masna spektrometrija 
UV/VIS –ultravijolično/vidni spekter   
Rt – retencijski čas  
ESI – elektrorazprševalna ionizacija 
APCI – kemijska ionizacija pod atmosferskih pritiskom  
Cl – kemijska ionizacija 
EI – ionizacija z elektroni 
API – ionizacija pod atmosferskih pritiskom 
TSI – termorazpraševalna ionizacija 
FAB – obstreljevanje s hitrimi atomi 
PBI – ionizacija z žarjenjem 






Bistveni problem, s katerim se vedno bolj ukvarja farmacevtska industrija je, kako 
skrajšati čas odkritja nove zdravilne učinkovine in tako zagotoviti pacientom čim hitrejšo 
možnost zdravljenja. Poleg tega je potrebno tudi izpostaviti dejstvo, da se cene zdravil na 
tržišču nenehno znižujejo, kar farmacevtsko industrijo spodbudi pri odkrivanju novih 
tehnologij, s katerimi bi zagotovile bolj ekonomično pot do novo odkritih zdravilnih 
učinkovin. Pred začetkom 20. stoletja so se kemiki posvečali zgolj sintezi enostavnih 
organskih spojin, ki jih najdemo v naravi in pri tem preučevali številne organske 
pretvorbe spojin, ki so še danes temelj organske kemije. Razvile so se prve metode za 
sintezo kompleksnih naravnih produktov in spojin imenovana ciljana sinteza (oz. totalna 
sinteza) ter naravnih oligomernih molekul (peptidi in nukleotidi). V zadnji četrtini 20. 
stoletja se prvič pojavijo tudi metode asimetrične sinteze, ki še danes omogočajo rutinsko 
pripravo enantiomerno čistih produktov, velik zaslužek gre prepisati odkritju in razvoju 
reakcij kataliziranih s kovinami, ki omogočajo enostavno tvorbo ogljikovih vezi. V 
ospredje je stopila zmožnost sinteze knjižnic strukturno različnih novih spojin. 
Načrtovanje novo odkritih spojin se je premaknilo od načrtovanja poti do ene ciljne 
molekule do načrtnega spreminjanja strukture za dosego določenih lastnosti molekul. Za 
odkrivanje novih zdravilnih učinkovin se trenutno najpogosteje uporablja metodo visoke 
zmogljivosti rešetanja (High Throughput Screening – HTS), iz katere so se na osnovi 
načrtovanja strukture in lastnosti molekul razvili še drugi sorodni koncepti sintezne 
kemije, kot so diverzitetna sinteza (diversity-oriented synthesis), ‚klik‘ kemija in sinteza 
spojin vodnic (lead-oriented synthesis). Ciljana sinteza (target-oriented synthesis, TOS) 
je pravzaprav osnovna zvrst organske sinteze, katere orodje pri načrtovanju sinteze 
določene molekule je retrosintezna analiza (oz. retrosinteza). Že pri dokaj enostavnih 
molekulah nam retrosinteza pokaže več možnih sinteznih poti, ki jih je potrebo preizkusiti 
v praksi. Totalna sinteza (total synthesis) je sinteza točno določene (praviloma 
kompleksne) organske molekule iz enostavnih (komercialno dostopnih) gradnikov 
[1,2,3]. 
Knjižnice spojin in HTS knjižnice 
Število na novo odkritih spojin se je v zadnjem desetletju znatno povečalo, kljub temu pa 
se je registracija novih zdravilnih učinkovin zmanjšala. Ravno zaradi tega razloga se še 
vedno poslužujemo pristopa s klasičnim pristopom rešetanja spojin. Gre za rešetanje 
2 
 
sintetiziranih spojin, zato poleg HTS knjižnic poznamo tako imenovane hišne (''in-
house'') knjižnice. Sinteza spojin gre tako v smeri ciljanih in usmerjenih knjižnic spojin, 
ki se jih lahko kasneje uporabi za HTS ali virtualno rešetanje. Rešetanje visoke 
zmogljivosti nam sicer omogoča preučevanje velikega števila molekul v zelo kratkem 
času, vendar se ta metoda ni izkazala za najbolj učinkovito. Zaradi velikosti kemijskega 
prostora in omejenih sredstev za eksperimentalno evalvacijo se je tako pojavilo virtualno 
rešetanje, kjer z uporabo računalniških metod ohranimo samo aktivne molekule. 
Računalniško podprto načrtovanje zdravilnih učinkovin je ena tistih metod, katera je 
postala nujni del sodobne farmacevtske kemije. V grobem jih razdelimo na načrtovanje 
na osnovi ligandov in na načrtovanje na osnovi strukture tarče [4,5].   
Poznamo več vrst knjižnice spojin: 
• Knjižnice, ki so usmerjene na tarčo ali več tarč z znanim farmakoforom ali 
privilegiranim kemijskim ogrodjem imenujemo tarčno usmerjene. Informacijo o 
ogrodju so pridobili s pomočjo virtualnega rešetanja usmerjenega proti 
fiziološkim ligandom ter informacij o preteklih eksperimentalnih podatkov o 
biološki aktivnosti. Namen teh knjižnic je povečati verjetnost zadetka, katere so 
aktivne glede na izbrano tarčo. Strukturna raznolikost je omejena na manjše 
število kemijskih ogrodij, le-ta pa se substituirajo na večjih mestih [6] . 
• Biološko oz. kemijsko najbolj raznolike knjižnice so fenotipsko usmerjene 
knjižnice. Poudarek teh knjižnic je na fizikalno – kemijskih značilnosti spojin z 
namenom izboljšanja topnosti in celične prehodnosti. Dolgo let se je pri sestavi 
upoštevalo načelo, da so bile kemijske strukture spojin čim bolj raznolike, saj so 
bili mnenja, da se kemijska raznolikost odraža tudi v biološki raznolikosti in so 
zaradi tega posledično kemijske raznolikosti knjižnice najbolj primerna za 
nadaljnje odkrivanje novih učinkovin. Spojine nismo bile izbrane  naključno, saj 
so raziskave pokazale, da niso vsi deli kemijskega prostora enako biološko 
aktivni. Tako so razvili strategijo direktnega vključevanja poznane biološke 
lastnosti spojin v zbirko spojin za rešetanje in s tem povečali poznane biološke 
raznolikosti s povečanjem kemijske raznolikosti izbranih spojin za rešetanje. Te 
metode so bile izvedljive predvsem zaradi podatkov, ki so jih pridobili z 
rešetanjem majhnih molekul. Največjo verjetnost zadetka v biokemijskem in 
celičnem rešetanju so bile spojine, ki so bile biološko in kemijsko najbolj različne. 
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Natančneje, za najbolj perspektivne spojine so se izkazale tiste knjižnice spojin, ki 
so jih ustvarili na podlagi znanih podatkov o interakciji med tarčo in spojino [6]. 
• Hipotezno usmerjene fenotipske knjižnice temeljijo na podatkih pridobljenih iz 
študij, bioinformatike in kemoinformatike z namenom, da med seboj povežejo 
molekularne procese, bolezni ter poti in funkcije majhnih molekul. Vsi pomembni 
podatki o spojini, kot je identifikacija, aktivnosti spojine, se nahaja v bazi 
podatkov, ki so nam v pomoč pri raziskovanju pri odkrivanju novih spojin [6].  
Steven M. Corsello s sodelavci v svojem članku objavljenemu v Nature medicine opisuje 
nov pogled na odkrivanje novih zdravilnih učinkovin. Njihov pristop je temeljil na 
uporabi že obstoječih zdravilnih učinkovin, katerih terapevtska indikacija bi bila ponovna 
uporabna za zdravljenje druge oblike bolezni. Takšna zbirka podatkov v knjižnici spojin 
je tako uporabna in pragmatična glede na znatne stroške in čas, za razvoj novih zdravilnih 
učinkovin. Poleg tega veliko število potencialnih zdravilnih učinkovin nikoli ne doseže 
klinično preskušanje in le manj kot 15 % spojin v fazi kliničnega preizkušanja je na 
koncu odobrena za uporabo. Tako bi lahko z informacijami o odobrenih in neodobrenih 
zdravilnih učinkovinah, na katerih je bila uporaba in klinično testiranje že izvedeno, 
namenjena za iskanje novih indikacij. Primeri, kjer so zdravilne učinkovine namenjene 
zdravljenju indikacij, za katere niso bile sprva namenjene so npr.  aspirin, ki je lahko tudi 
zaviralec ciklooksigenaze za zdravljenje arterijskih bolezni, sildenafil, ki se uporablja kot 
zaviralec fosfodiesteraze za zdravljenje erektilne disfunkcije in antibiotik eritromicin za 
zdravljenja težav z želodcem. Tudi zdravilne učinkovine z zaskrbljujočimi stranskimi 
učinki bi z uspešnim rešetanje bila primerna za ponovno uporabo. Zdravilo talidomid, bi 
se tako lahko uporabilo za zdravljenje rakavih bolnikov, medtem ko je uporaba istega 
zdravila za zdravljenje slabosti pri pacientih še vedno nesprejemljivo. Dosedanji uspehi 
ponovne uporabe zdravila, so bili zgolj naključje, predvsem zaradi pomanjkanja 
informacij, na podlagi katerih je mogoče predvideti nove indikacije. Pridobivanja 
informacij so se lotili na dva načina. Prvi del informacij so pridobili iz že obstoječih baz 
podatkov zdravilnih učinkovin, ki so javno dostopni in drugi del informacij o vseh 
pomožnih snoveh, ki se uporabljajo pri izdelavi ZU. Vse zdravilne učinkovine, teh je bilo 
okoli 10000, so na podlagi kemijske strukture in znanimi skupnimi značilnostmi uredili v 
bazi podatkov. Zadnji korak pri snovanju knjižnice je eksperimentalna potrditev identitete 
in čistosti zdravilnih učinkovin z kromatografsko metodo UPLC – MS [7]. Ključni 
podatek tega dela pa je, da kljub dejstvu, da so spojine pridobili iz priznanih dobaviteljev 
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spojin, kar 26 % vseh spojin ni bilo ustreznih. Zahtevana čistota je bila le 85 %, kar je 
relativno nizko. Ta primer prikazuje, kako pomembna je vrednotenje spojin, pred samo 
uporabo v različne namene.  
1.2 
Molekule ZU lahko vsebujejo različne funkcionalne skupine: alkohole, fenole, ketone, 
estre, etre, ki so različno dovzetne za kemijsko nestabilnost. Kemijske nestabilnostne 
reakcije pri ZU so hidrolize, oksidacije, fotokemične reakcije in te kemijske spremembe 
lahko včasih opazimo tudi v povezavi s fizikalnimi spremembami v FO oz. ZU. Pri 
hidrolizi, molekule ZU reagirajo z vodo. Pogosto ZU vsebujejo estersko in amidno 
funkcionalno skupino, ki sta najbolj dovzetni za hidrolizo, prav tako β-laktami. Zdravila z 
ZU občutljivo na hidrolizo morajo biti zaščitena pred vlago iz atmosfere med večkratnim 
odpiranjem večodmerne primarne ovojnine. To lahko omogočijo z oblogo pri tabletah, 
uporabo primarne ovojnine, ki dobro tesni in je nepropustna za vlago, uporaba sušilnega 
sredstva v primarni ovojnini, ki veže nase vlago. Drugi zelo pomemben razgradnji proces 
je oksidacija, do katere lahko pride, ko se ZU/zdravilo med uporabo izpostavi kisiku, 
svetlobi. Oksidacijo pri FI pogosto spremlja sprememba barve, vonja. Večina razpadnih 
reakcij pa se pospeši pri višji temperaturi, zato se priporoča shranjevanje ZU in tudi 
zdravil pri predpisani temperaturi. Hidrolizo in oksidacijo ZU prav tako lahko povzroči 
sprememba pH.  
Kemijska nestabilnost 
Pri kemijski stabilnosti pa ima pomembno vlogo tudi fotosenzibilnost ZU, katero lahko 
omejimo z uporabo ustrezne primarne ovojnine, ki ne prepušča svetlobe, obloge pri 
tabletah, z uporabo kapsul, itd. Svetloba lahko povzroči oksidacijo ali pa cepitev 
kovalentnih vezi [8, 9, 10]. 
 
1.2.1 
1.2.1.1 Oksidacija  
Kemijske reakcije kot posledica nestabilnosti 
Oksidacija je pogost pojav kemijske nestabilnosti ZU, saj so le te med shranjevanjem ali 
obdelavo izpostavljene kisiku. Mehanizem oksidacije je odvisen od prisotnosti kisikovih 
spojin ali drugih oksidantov, ter same kemijske strukture (tioli oksidirajo do disulfidov, 
etanolamini do formilnih produktov, kateholi do kinonov). Fenotiazidi so edini, ki 
oksidirajo po različnih mehanizmih do različnih končnih produktov. Novejše ZU pogosto 
vsebujejo žveplo, ki se oksidira do sulfoksidov ali sulfonov [11].  
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1.2.1.2 Hidroliza  
Večina spojin pride v stik z vodo ali vlago iz zraka, zato je hidroliza najpogostejša 
nestabilnostna reakcija. Najbolj so hidrolizi podvrženi estri. Klasični estri nastanejo kot 
produkt reakcije med karboksilno kislino in alkoholom, poznamo pa tudi estre, ki 
nastanejo med karbamsko, sulfamsko ali sulfonsko kislino ter alkoholom. Hidroliza 
estrov poteče z nukleofilnim napadom vode. Manj kot estri, so hidrolizi podvrženi amidi, 
ker je karbonilni ogljik amidne vezi manj elektrofilen. Imidi so pogosto v obliki obroča, 
zato tu do nadaljnjih kemijskih reakcij pride, ko se ta odpre [11]. 
1.2.1.3 Dekarboksilacija in eliminacija 
Zdravilne učinkovine, ki imajo v svoji kemijski strukturi kislo karboksilno skupino, so 
dovzetne za dekarboksilacijo.  
1.2.1.4 Izomerizacija in racemizacija  
Velikokrat pri ZU opazimo cis-trans izomeracijo, dienon-fenol premestitev in N, O-acil 
premestitev. Reverzibilno pretvarjanje med optičnimi izomeri imenujemo racemizacija in 
epimerizacija.  
1.3 
Razvoj analiznih metod za identifikacijo farmacevtske učinkovine je eden od začetnih in 
odločilnih korakov v farmacevtskem razvoju, še posebno kadar za izbrani produkt ni na 
voljo dovolj podatkov iz literature. Masna spektrometrija in analizna kemija na splošno 
sta sedaj na stopnji, ko ne moremo več govoriti samo o analizni kemiji, ampak jo je 
potrebno razumeti kot analitska znanost, zato jo ne smemo več tretirati  kot podporo 
ostalim kemijskim vedam, ampak kot samostojno vedo. Če želimo, da bo analitik izbral 
pravo orodje glede na dani problem in da bodo rezultati maksimalno uporabni in 
verodostojni, potem bi moral biti o problemu, ki ga bo reševal obveščen z vsemi 
informacijami, ki so takrat na voljo.  
Razvoj analizne metode 
Pri razvoju kromatografskih metod je zelo pomembno, da si pot razvoja zastavimo 
sistematično. Z upoštevanjem vseh parametrov, ki bi lahko vplivali na učinkovitost in 
selektivnost metode, lahko razvijemo najboljšo metodo. Pred samim eksperimentalnim 
delom razvoja kromatografske metode je potrebno s pomočjo informacij, ki jih pridobimo 
preko znanstvenih publikacij in podatkovnih baz, zbrati čim več podatkov o substanci, za 
katero želimo kromatografsko metodo razviti. Bistvene informacije, ki so nam v pomoč 




Prvi sklop razvoja kromatografske metode se vedno prične z preizkušanjem na HPLC 
inštrumentu opremljenim z kromatografsko kolono. Z uporabo inštrumenta lahko v 
kratkem času preverimo vse najbolj pomembne parametre kromatografije (vrsta mobilne 
faze, pH mobilne faze ter stacionarna faza kolone). Sledi izbira najbolj reprezentativne 
stacionarne faze HPLC kolone. Kolone so navadno C18 (za analizo nepolarnih spojin), 
Phenyl (za analizo poliaromatičnih spojin), Shield RP18 (za analizo fenolnih spojin), HSS 
T3 (za analizo polarnih, hidrofilnih spojin). Pomemben je tudi izbor pufrov, ki je odvisen 
od fizikalno kemijskih lastnosti molekule, katerega vrednosti pH so odvisne od pK
 molekule, topnost substance, vpliv matriksa. Večino teh podatkov lahko 
dobimo že z vnosom strukture molekule v računalniški program. Kadar analiziramo 
zdravilne učinkovine vedno preverimo ali že obstaja metoda Evropske ali USP 
farmakopeje, za spojino ki jo preiskujemo. Pri aplikaciji le teh upoštevamo poglavje 
2.2.46. Chromatographic separation techniques (PhEur), kjer so zapisane vse dopustne 
spremembe kromatografskih parametrov, s pomočjo katerih, dosežemo predpisane 
zahteve za ustreznost sistema. Na podlagi zbranih informacij se tako izdela 
eksperimentalni načrt. Pomembno je, da razvoj kromatografskih metod delamo na 
novejših oz. novih kolonah in se tako izognemo začetnim težavam kot so, popačene 
oblike kromatografskih vrhov in / ali  dodatni kromatografski vrhovi [12, 13].  
a 
molekule. Za bazične molekule praviloma izberemo pH, ki je višji od pKa +2, za kisle pa 
pH, ki je nižji od pKa –2. S spremembo pH pufra lahko vplivamo le na molekule, ki 
ionizirajo (amini, karboksilne kisline, fenoli...). Nevtralne spojine so neobčutljive na 
spremembo pH. Za pripravo pufra v višjem območju pH se lahko uporablja amonijev 
bikarbonat, dinatrijev hidrogen fosfat, za pufre v nižjem območju pH pa amonijev acetat, 
amonijev formiat, natrijev dihidrogen fosfat. Kadar je detekcija spojine v nizkem UV 
območju (190-230 nm) je priporočljivo uporabiti fosfatne pufre. Če ne potrebujemo 
detekcije v nizkem območju UV spektra, poskušamo izbrati pufer, ki je kompatibilen z 
MS/CAD/ELSD detektorji (amonijev acetat, amonijev bikarbonat, amonijev formiat…). 
Za organsko fazo mobilne faze si izberemo metanol in/ali acetonitril. Metanol je šibkejši 
eluent, ki omogoča večjo retencijo komponent medtem, ko je acetonitril močnejši eluent. 
Po ustrezni izbiri mobilnih faz se izvede tako imenovano sistematično presejanje. Cilj 
tega je prepoznati obnašanje preiskovane molekule na različnih stacionarnih fazah kolone 
v različnih območjih pH mobilne faze. Pretok mobilne faze prilagodimo glede na velikost 
delcev stacionarne faze in premer kolone. Na podlagi dobljenih kromatogramov dobimo 
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informacijo o optimalni vrsti stacionarne faze kolone, optimalnem območju pH mobilne 
faze ter o izbiri organskega modifikatorja. 
Fazi presejanja sledi optimizacija metode. Pri tem se optimizira parametre, kot so 
gradientna sestava mobilne faze, temperatura in dolžina kolone ter velikost delcev 
stacionarne faze kolone. Po končani optimizaciji se preveri tudi osnovne validacijske 
parametre kot so: občutljivost, linearnost, točnost, robustnost, stabilnost raztopin…) in 
ostalo [12, 13, 14, 15]. 
V fazi testiranja robustnosti kromatografske metode se tako preverja: 
-ponovljivost metode na različnih serijah kolone, 
-ponovljivost metode na različnih kromatografskih sistemih (različni proizvajalci; binarni, 
kvarterni…), 
-vpliv manjših sprememb pH mobilne faze in temperature kolone. 
 
Celoten potek razvoja kromatografske analizne metode se zapiše v razvojno poročilo v 
katerem so zapisani vsi ključni koraki:  
- izbor stacionarne faze kolone, 
- izbor valovne dolžine detekcije, 
- izbor topila za pripravo vzorca, 
- izbor pH mobilne faze, 
- optimizacija gradienta, 
- preveritev osnovnih validacijskih parametrov (občutljivost, linearnost, točnost, robust-
nost, stabilnost raztopin,…) in ostalo. 
 
Razvoj nove kromatografske metode se zaključi z napisanim razvojnim poročilom in 
analiznim postopkom, kjer se definira naslednje parametre: 
- vrsto metode (procentna metoda, metoda zunanjega standarda, itd.), 
- aparaturo (minimalne zahteve za LC sistem npr. binarna črpalka, avtomatski vzorče-
valnik z možnostjo hlajenja, variabilni UV detektor, detektor z nizom diod (DAD), itd.), 
- standardne substance potrebno za izvedbo testa, 
- topila in reagente ter njihovo kvaliteto, 
- kromatografske pogoje (npr. analitska kolona, mobilna faza, izokratna/gradientna 
elucija, pretok, volumen injiciranja, temperaturo kolone in vzorcev, čas kromato-
grafiranja, detekcija itd.), 
- definirati raztopine za HPLC meritve in njihovo pripravo  
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- definirati postopek preverjanja ustreznosti kromatografskega sistema in sprejemljive 
kriterije (npr. ponovljivost (RSD), razmerje signal-šum (S/N), itd.), 
- postopke analiziranja vzorcev in evaluacijo rezultatov (kriteriji, računi, itd.), 
- definirati reprezentativne kromatograme (kromatogrami topila, raztopine standardov in 
vzorcev, kromatogram za selektivnost, itd.). 
 
Pri razvoji kromatografske metode so pomembni sledeči kromatografski parametri: 
• Resolucija (ločljivost, R)
= –  
 , ki je definirana kot razmerje med razdaljo dveh 
sosednjih vrhov in aritmetično sredino njunih širin na bazni liniji. 
tR1 in tR2 predstavljata retencijska časa komponent, w1 in w2
• 
 pa sta širini 
kromatografskih vrhov na bazni liniji. Ločljivost na bazni liniji je dosežena, ko je 
R = 2. 
število teoretičnih podov (N) ali brezdimenzijsko število nam pove, kolikokrat se 
analizirana komponenta porazdeli med mobilno in stacionarno fazo pri prehodu 
skozi kolono. Za izračun števila teoretičnih prekatov kolone uporabimo retencijski 
čas (tR) in širino vrha na bazni liniji (wb), ki jo dobimo na presečiščih bazne linije 
s tangentama skozi prevojne točke krivulje. Zaradi težavnosti pri merjenju lahko 








= =        
). 
 
• Faktor simetrije (Symmetry factor)
      As
 je merilo simetrije vrha. Priporočljiva vrednost 
faktorja simetrije je med 0,8 in 1,5 za glavni vrh. Ponovljivost injiciranja in 
ponovljivost metode ter točnost integracije vrha se slabša s povečanjem asimetrije 
kromatografskega vrha. 
 
As = faktor simetrije vrha 
=   
W0,05
d = del širine vrha od začetka do retencijskega časa (maksimuma vrha) merjen na 
višini 1/20 ( 0,05 % ) [12] 
 = širina vrha na njegovi 5 % višini  
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• retencijski faktor (kapacitivnostni faktor, k') je razmerje med časom, ki ga 
molekule snovi prebijejo na stacionarni fazi (t'R) in časom, ki ga molekule snovi 
prebijejo v mobilni fazi (tm) [12].    
Vsi zgoraj navedeni parametri, so pogosto del analiznih postopkov s katerimi potrdimo, 
da vse komponente našega sistema delujejo pravilno, imenujemo jih tudi parametri za 
dokazovanje ustreznosti sistema [13, 15]. 
 
1.4 
Poleg tekočinske kromatografije (LC) se danes vse pogosteje uporablja tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti (HPLC). Kljub enaki osnovi se razlikujeta v 
učinkovitosti ločevanja molekul vzorca na koloni, kjer je HPLC neprimerljivo uspešnejši. 
Tekočinska kromatografija 
1.4.1 
Kromatografsko tehniko, kjer je mobilna faza tekočina, ki potuje skozi kolono, 
napolnjeno s stacionarno fazo imenujemo tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
(HPLC). Ta je lahko trdna ali gel. Primerna je za analizo vzorcev, ki ne absorbirajo UV 
svetlobo. V farmacevtski industriji jo uporabljamo za določanje vsebnosti, sorodnih 
substanc, kromatografske čistote, enantiomerne čistote in identifikacijo zdravilnih 
učinkovin. Z dovolj občutljivo metodo lahko določamo zanesljivo že zelo nizke količine 
komponent v vzorcih.  
Princip delovanja tekočinske kromatografije visoke ločljivosti 
 
Slika 1: Shema HPLC aparature [18]. 
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Možnost kombiniranja z ostalimi analiznimi tehnikami (MS) pa še dodatno odpre vrata v 
svet raziskovanja kemijskih procesov. Pri visokotlačni tekočinski kromatografiji že samo 
ime pove, da je mobilna faza tekočina, kjer z visokim tlakom povečamo stično površino 
med delci in zožimo prehod med delci, skozi katere potuje mobilna faza [16, 17]. 
Splošen princip delovanja: mobilna faza potiska vzorec, ki je bil predhodno raztopljen v 
topilu, na kolono, adsorpcija molekul vzorca poteka na trdno fazo v koloni, kjer pride do 
ločbe. Ločene komponente potujejo na detektor, tu se jim izmeri odziv, ki se ga nato 
(računalniško) ovrednoti. 
Mobilna faza je tekočina (acetonitril, metanol, mešanice pufrov, voda), izbira katere je 
pogojena s tipom vzorca, ki ga analiziramo. Na mešalniku se topila zmešajo v mobilno 
fazo, katerim se pred vstopom v sistem odstrani raztopljene pline s pomočjo 
vakuumskega razplinjevalnika.  
Visokotlačna črpalka
Naloga 
, ki se uporablja izključno pri analizi je batna. Njena funkcija je 
potiskanje mobilne faze skozi kolono pod pritiskom od 400 – 600 barov, le ta pa je 
odvisen od mobilne faze, njenega pretoka ter sestave kromatografske kolone. Črpalka 
povzroči pulzne signale na detektorju, zaradi potiskanja vlečenja mobilne faze, amplitudo 
teh pa lahko zmanjšamo z uporabo pulznih blažilcev, dvobatnih črpalk in elektronskih 
filtrov na detektorju. Visokotlačna črpalka ima tudi funkcijo mešanja mobilnih faz in nam 
omogoča gradientno izpiranje. Uporabljamo binarne in kvarterne črpalke, katere morajo 
zagotoviti konstanten pretok mobile faze za doseganje ustrezne ponovljivosti analiz. 
injektorja
Količina vzorca, ki ga injiciramo na kolono, ne sme biti prevelika, saj v nasprotnem 
primeru lahko dobimo široke vrhove in slabo resolucijo. Volumen injiciranega vzorca se 
razlikuje glede na tip kolone in se giblje od 0,5 µL do 20 µL. Injiciranje je danes 
popolnoma avtomatizirano. Vzorec s pomočjo injektorja vbrizgamo v tok mobilne faze, 
kjer potujejo skozi kolono. Poznamo več vrst kromatografskih kolon.  
 je, da preko posebne zanke spravi vzorec v tok mobilne faze. 
Kolona je pomemben del HPLC aparature, kjer tu pride do ločbe posameznih komponent 
vzorca. Optimalno ločbo dosežemo s pomočjo spreminjanja sestave mobilne faze med 
potovanjem vzorca skozi kolono. Zelo pomembno vlogo pri uspešnosti ločbe igra tudi 
izbira primerne stacionarne faze, ki je najbolj odvisna od tipa (polarnosti) analiziranega 
vzorca (spojine). 
Ločene substance nato pridejo do detektorja, kjer se zazna sestava mobilne faze, ki je 
zapustila kolono. Rutinsko se uporablja UV detekcija, kje se spreminja absorbanca pri 
določeni valovni dolžini v odvisnosti od koncentracije eluiranih molekul. Zavedati se 
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moramo, da je energija UV valovanja v območju pod 200 nm tako velika, da začno 
absorbirati tudi komponente topila, medtem ko je v območju nad 400 nm energija pogosto 
premajhna, da bi povzročila ustrezne energetske prehode molekul. Signal, ki ga zaznamo 
na detektorju digitaliziramo z ustrezno programsko opremo in ovrednotimo rezultate [19, 
20, 21]. 
1.4.2 
Za separacijo v tekočinski kromatografiji uporabljamo različne tipe kromatografskih 
kolon. Separacija je odvisna od velikosti in oblike polnila ter dimenzije kolone. Vse 
kolone so izdelane iz primernega inertnega materiala in napolnjena s stacionarno fazo. 
Pomembno je omeniti šest parametrov stacionarnih faz, ki močno vplivajo na separacijo v 
tekočinski kromatografiji. Prvi prameter je hidrofobnost, te interakcije so vedno prisotne 
in dominantne predvsem za nevtralne spojine. Sterični vpliv, kateri zaradi spremembe 
strukture preiskovane spojine, ne poda zanesljive rezultate. Kadar imamo spojine šibkih 
baz, aminov ali amidov je zelo pomembno, da stacionarna faza kolone, tvori vodikove 
vezi z proton akceptorji. Ravno nasprotni pojav se zgodi pri karboksilnih kislinah in 
alkoholih, ko spojine tvorijo interakcije tako s proton donorji kot s stacionarno fazo. 
Omeniti je pomembno tudi separacijo spojin, glede na pH območje, pri katerem jih 
analiziramo. Material, ki se ga danes najpogosteje uporablja za HPLC kolone je nerjaveče 
jeklo. Ena od pomembnejših lastnosti kolone je njena dolžina, daljša je namreč kolona, 
večji je padec tlaka v HPLC sistemu. Dolžina kolone vpliva tudi na ločljivost 
kromatografskih vrhov. Ravno tako je pomemben parameter notranji premer in 
geometrija kolone, tu prihaja do vrtinčenja – mrtvega volumna, kar se kasneje odraža kot 
rezultat širokih kromatografskih vrhov, cepljenje ali pa celo deformacija le teh. Cilj je, da 
se mrtvemu volumnu izognemo ali pa ga zmanjšamo na minimum. Na samo separacijo 
vpliva tudi temperatura kolone, zato je priporočljivo kolono pred analizo termostatirati in 
tako se izognemo vplivu zunanje temperature. Polnila v koloni so različna, gre za 
absorbente, nosilce z vezanimi polarnimi ali nepolarnimi stacionarnimi skupinami, 
ionskimi izmenjevalci ali pa polnili za izključitveno kromatografijo. Polnila so praškaste 
snovi z velikostjo delcev od 5 do 15 µm različnih oblik. Danes se v glavnem uporabljajo 
atestirane kolone, vendar je njihova življenjska doba predvsem odvisna od uporabe 
mobilne faze (raztapljanje stacionarne faza v koloni), kontaminacije vzorcev katere 
analiziramo, tlakov katere mora premagovati, skratka vsi ti dejavniki vplivajo na njeno 
učinkovitost. V kolikor želimo zmanjšati ta pojav, uporabimo predkolone [21].  




Ustrezne separacije včasih zahtevajo dolge retencijske čase. Te lahko skrajšamo s 
pomočjo različnih ukrepov, kot so krajše kolone, ustrezna valovna dolžina, krajša 
gradientna sestava mobilne faze, spreminjanja pretokov. Z izbiro ustreznih pogojev lahko 
v vzorcih, ki vsebujejo enega ali več analitov, čas ločbe skrajšamo na nekaj minut.  
1.4.3 
Poznamo več tipov detektorjev za tekočinsko kromatografijo, ki delujejo na različnih 
principih detekcije. Detektorja, ki sta univerzalna sta refraktometer, ki deluje na principu 
merjenja lomnega količnika (RI) in ELSD detektor. Najpogosteje se uporablja UV/VIS 
detektor, predvsem zaradi visoke selektivnosti in dobre občutljivosti. Detektor deluje 
tako, da absorbira svetlobo v ultravijoličnem ( 190 nm – 380 nm) in vidnem spektru ( od 
380 nm – 750 nm), pri čemer je količina absorbirane svetlobe odvisna od količine 
določene spojine. 
Detekcija v tekočinski kromatografiji 
Drugi način detekcije, katerega uporaba je tudi pogosta je DAD detektor. Z razliko od 
UV/VIS detektorjem nam odčita s pomočjo fotodiodnih nizov – diod, absorbance v 





merimo odzive spojin, ki ne absorbirajo UV svetlobe, se 
oksidirajo oz. reducirajo pri določeni napetosti in so 
elektroaktivne 
ELS detektor 
univerzalni nespecifični detektor, s katerim lahko detektiramo 
in vrednotimo analite, ki nimajo kromofora, slabo ionizirajo in 
so nehlapni oz. delno hlapni 
CAD detektor 
(Corona) 
je univerzalni nespecifični detektor, s katerim lahko 
detektiramo in vrednotimo nehlapne in delno hlapne analite 
Coulochem III 
detektor 
detektiramo in vrednotimo spojine, ki ne absorbirajo UV 
svetlobo in se oksidirajo oz. reducirajo pri določeni napetosti 
in so elektroaktivne 





Kadar govorimo o identifikaciji snovi na osnovi molekulske mase, mislimo na masno 
spektrometrijo (MS). V visokofrekvenčnem električnem polju ali homogenem 
magnetnem polju poteka odklon ionov, pri katerem kot rezultat detekcije dobimo masni 
spekter. Analizna tehnika se zato uporablja tako za kvalitativne kot kvantitativne analize. 
Gre za zelo občutljivo analitsko metodo, ki omogoča detekcijo spojin v zelo nizkih 
koncentracijah, pri kateri ločimo ione glede na razmerje mase in naboja. Analizo 
omogoča naprava imenovana masni spektrometer, ki je zelo draga in kompleksna. Po letu 
1970 se vse pogosteje začne uporabljati metoda LC/MS. Gre za združevanje dveh 
analiznih metod, ki se med seboj izvrstno dopolnjujeta. Medtem ko z metodo tekočinske 
kromatografije dobimo dvodimenzionalne podatke o času prehoda učinkovine iz kolone 
in jakosti signala s pomočjo masne spektrometrije določimo molekulske mase fragmentov 
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  Slika 2: Shema masne spektroskopije. 
1.5.1 
Poznamo različne vire ionizacije: 
Ionizacija  
• kemijsko ionizacijo (Cl), 
• ionizacijo z elektroni (EI), 
• ionizacijo pod atmosferskim pritiskom (API), 
• termorazpraševalno ionizacijo (TSI), 
•  obstreljevanje s hitrimi atomi (FAB), 
• ionizacijo z žarjenjem (PBI) in 
•  lasersko ionizacijo v matriksu (MALDI). 
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PBI, TSI, MALDI in FAB delujejo na podoben način, v vakuumskem prostoru istočasno 
ionizirajo molekule spojine in molekule mobilne faze. Pred ionizacijo je potrebno 
eluentu, ki pride iz HPLC kolone, odstraniti topilo oziroma mobilno fazo. Danes se vse 
pogostejše uporablja ionizacija pod atmosferskim pritiskom (API). 
Med predstavnice družine API ionizacije štejemo: APCI (kemijska ionizacija pod 
atmosferskih pritiskom), ESI (elektrorazprševalna ionizacija), SSI (razprševalna 
ionizacija s hitrostjo zvoka) in APPI (fotoionizacija pod atmosferskim pritiskom). 
Najbolj uporaben in uveljavljen način ionizacije v masni spektroskopiji je ESI. Ko 
nastanejo anioni govorimo o negativnem ESI, ko nastanejo kationi govorimo o 
pozitivnem ESI. Kot smo že omenili s pomočjo HPLC sistema dobimo eluent, ki je 
raztopljen v polarni mobilni fazi (topilu), katerega pod atmosferskim pritiskom skozi 
jekleno iglo razpršimo v komoro. Na konici kapilare se, zaradi visoke napetosti, tvori 
močno električno polje. Nastane aerosol z nabitimi kapljicami. Ogreti dušik, ki nam služi 
kot sušilni plin, začne iz kapljic izparevati topilo in tako se postopoma volumen kapljice 
začne zmanjševati. Jakost odbojnih sil med ioni raste, ko je jakost kohezivnih sil med ioni 
presežena se tvorijo mikrokapljice. Mikrokapljice predstavljajo ione, ki so odcepljeni iz 
površine kapljic. Ko se topilo popolnoma odstrani, prehajajo ioni skozi vzorčno odprtino 
do masnega analizatorja. Kationi, ki nastanejo v pozitivnem ESI so: (M+H)+, (M+Na)+, 
(M+K)+
Ionizacijsko tehniko ESI uporabljamo predvsem pri farmakokinetičnih študijah zdravil ali 
pa toplotno občutljivih molekul, kot so peptidi in proteini.  
, itd. 
Kadar analiziramo nepolarne ali slabo polarne molekule uporabimo APCI [21, 22, 23].  
1.5.2 
V masnem analizatorju se ioni razvrščajo glede na maso in naboj (m/z). Masnih 
analizatorjev je več vrst, vsem pa je skupno da delujejo v vakuumu, ki omogoča ionom 
nadaljevanje poti do detektorja. Ioni lažje prehajajo do detektorja pri nižjem tlaku in 
odsotnosti molekul zraka, ker je možnost trkov manjša. Kot posledica je večja 
občutljivost metode in boljša ločljivost ionov glede na maso in naboj [22, 23]. 
Razvrščanje ionov glede na maso in naboj 
1.5.2.1 Vrste masnih analizatorjev: 
• 
Pri enojnem kvadrupolnem masnem analizatorju ioni potujejo od ionske izvora v 
kvadrupol, katerega ogrodje je sestavljeno iz štirih nerjavečih palic. Palice so priklopljene 
na vir napetosti (izmenična ali direktna), ki preko nabitih elektrod ustvarja električno 
polje in omogoča prehod izbranemu ionu s točno določenim razmerjem m/z. Snemanje 
Enojni kvadrupolni masni analizator 
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spektrov je možno samo pri določenem razmerju m/z, imenovanjem SIM načinu (ang. 
Single ion monitoring) ali v izbranem širokem spektru vrednosti m/z (ang. Scan mode). 
Pri SIM načinu sta vrednost LOD in LOQ občutno nižji kot pri SCAN načinu [23]. 
• 
Pri trojnem kvadrupolnem masnem analizatorju lahko pridobimo masne spektre že v 
naprej izbranih ionov. Trojni kvadrupolni masni analizator je sestavljen je iz dveh 
kvadrupolov, ki delujeta kot masna analizatorja, med katerima se nahaja kvadrupol, kjer 
poteka fragmentacija, to je kolizijska celica. V prvem kvadrupolu izberemo točno določen 
ion analitov po ionizaciji in ga vodimo v kolizijsko celico, kjer razpadejo na fragmente. 
Nastali fragmenti se nato ločijo v drugem kvadrupolu, kjer jih detektiramo na detektorju. 
Prednost tega analizatorja je ta, da ione z istim razmerjem m/z dodatno fragmentiramo in 
jih določimo na podlagi masnega spektra njihovih fragmentov. Kot smo že omenili se v 
prvem kvadrupolu lahko izbere ione s točno določenim razmerjem m/z, kjer se ali zaletijo 
v palice ali pa zapustijo kvadrupol. Ioni, ki zapustijo prvi kvadrupol preidejo v kolizijsko 
celico v kateri zaradi trkov razpadejo na fragmentne ione. Fragmentacijo lahko povzročijo 
trki med ioni, zaradi interakcije iona s kolizijskim plinom, interakcije s površino 
kolizijske celice ali zaradi odsevanja z laserjem. Izbrani ioni nato prehajajo do drugega 
kvadrupola, kjer se ponovno ločijo. Nastale ione se lahko na masnem analizatorju 
spremlja samo pri določenem razmerju m/z (SIM načinu), ali pa izbranem širokem 
spektru vrednosti m/z (SCAN mode). Kadar spremljamo en fragmentni ion govorimo o 
SRM prehodu (ang. Single Reaction Monitoring), pri spremljanju večjih fragmentnih 
ionov pa govorimo o MRM prehodu (ang. Multiple reaction monitoring). Praviloma se 
uporablja za detekcijo fotopomnoževalka z dvema diodama. Diodi sta nameščeni na tok 
ionov, kjer privlačita visoko nabite molekule, hkrati pa se uspešno izogibata trkom z 
nevtralnimi molekulami [23]. 
Trojni kvadrupolni masni analizator 
1.5.3 
Analogni signal, ki ga dobimo ko ioni zadenejo detektor, s pomočjo računalniškega 
sistema spremenimo v digitalno obliko. Kot rezultat nastane masni spekter, ki nam pove 





2 NAMEN DELA 
 
Namen magistrske naloge je razviti in optimizirati univerzalno metodo tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) sklopljene z masnim detektorjem, za 
identifikacijo ter določanje čistosti spojin iz knjižnice FFA. 
Predvsem smo raziskali vpliv različnih kromatografskih pogojev, kot je sestava mobilne 
faze, izbira primerne kromatografske kolone ter izbira ustreznega gradienta, z namenom 
razvoja univerzalne metode. 
Z razvito metodo smo identificirali 837 spojin. Uporabili smo dve metodi za polarne 
molekule in spojine manjših molekulskih mas ter temu primerno izbrali ustrezen način 
ioniziranja na masnem spektrometru. Ključni del je bil ročno vrednotenje pridobljenih 
rezultatov. 
Podatke smo ovrednotili in identificirali za osnovno spojino tudi prisotne nečistote.   
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3 EKSPERIMENTALNI DEL 
3.1 
• Sistem za tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) Agilent 
Technologies 1290 
Aparature  
• MS – Advion expression CMSL
• kromatografska kolona: X-Bridge C18, 150 mm × 4,6 mm × 3,5 µm (Waters, 
ZDA) 
, z enojnim kvadrupolnim masnim analizatorjem v 
pozitivni in negativni ionizaciji dva tip ionizacije, ESIter APCI ionizacija  , 
• polavtomatske pipete – Biohit, Finska (0,5-10 µL, 200-1000 µL) 
3.2 
Pri izvajanju meritev smo uporabili naslednje kemikalije: 
Topila in reagenti 
• Dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma Aldrich, ZDA; čistost 99,7 %), 
• Mravljinčna kislina (HCOOH) , (Sigma-Aldrich, >99 %) 
• Deionizirana voda (Milli Q – Advantage A10), 
•  Acetonitril (CH3
 
CN)  (J.T. Baker, ZDA; HPLC grade). 
Uporabljali smo topila analitske čistosti, saj se nečistoče v topilih lahko adsorbirajo na 
stacionarno fazo kromatografske kolone in se tako lahko ob spremembi sestave mobilne 
faze izpirajo ter s tem popačijo kromatogram. 
 
3.3 
Največkrat se HPLC-MS analizne metode razvijajo za naslednje namene: 
Razvoj HPLC metode  
 identifikacija posameznih nečistot oz. profila nečistot v vzorcu,  
 določevanje vsebnosti posamezne nečistote v vzorcu, 
 določevanje komponent placeba v formulacijah. 
Predpogoj za uporabo HPLC-MS tehnike je, da je mogoče spojino ionizirati v ionskem 
izvoru (mora biti »viden« za MS detektor). Za uporabo ESI+ ionizacijo mora spojina 
vsebovati bazično skupino, navadno skupino z dušikovim atomom (amini, karbonilno 
skupino…), za uporabo ESI-  pa kislo skupino (kislinska skupina, konjugirani amidi….). 




 uporaba analitske kolone z MS kompatibilnimi stacionarnimi fazami; manjši 
»coloumn bleeding« efekt ima za posledico nižje ozadje na kromatogramu in zato 
višjo občutljivost metode, 
Kromatografski del: 
 uporaba kolon s čim manjšim premerom; priporočljivo z manjšim od 3 mm; 
pretok mobilne faze bo manjši, 
 uporaba čim krajše kolone; čas analize bo krajši, 
 čim nižji pretok mobilne faze; manj kot 1 ml/min, priporočljivo 0,3 – 0,5 ml/min; 
večji izkoristek pri uparevanju mobilne faze, 
 ne več kot 1 % raztopine kislin oz baz,  
 pufri z nizko molarnostjo (priporočljivo ≤50 mM), 
 čim višji delež organske faze v mobilni faz; priporočljivo med 20-85 %; večji 
izkoristek pri uparevanju, 




 optimalni pretok plina, 
MS del: 
 optimalna temperatura ionskega izvora; prevelika temperatura lahko povzroči 
fragmentacijo v ionskem izvoru, ki ima za posledico nižjo občutljivost metode, 




Izbira kromatografske kolone 
Z namenom optimizacije kromatografske ločbe spojin smo raziskovali vpliv izbire 
kromatografske kolone. 
Preizkusili smo dve različni koloni: 
• Zorbax 80A ekstend C18; 150 mm × 4,6 mm × 3,5 µm 
• X-Bridge C18; 150 mm × 4,6 mm × 3,5 µm 
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Drugače pa je izbor kolon odvisen od vrste molekul, ki se jih določal. Za majhne polarne 
molekule je običajno bolje uporabiti HILIC kolone (obrnjene mobilne faze), za aromatske 
molekule pa Phenyl kolone z uporabo MeOH v mobilni fazi. Glede na preiskovane 
spojine, ki so bile polarne in so v strukturi imele alkoholne, karboksilne in nitro skupine, 
je bila kolona  X-Bridge C18; 150 mm × 46 mm × 3,5 µm, bolj primerna, predvsem 
zaradi sposobnosti tvorbe interakcij vodikovih vezi z stacionarno fazo kolone. 
Trifunkcionalno vezan ligand C18 pa nam omogoči separacijo v zelo širokem pH 
območju (pH 1-12), kar je zaželeno pri preiskovanju raznovrstnih spojin. 
3.3.2 
 
Izbira mobilne faze 
Pri tekočinski kromatografiji je izjemnega pomena mobilna faza, saj je njena sestava v 
neposredni povezavi s hitrostjo elucije, odvisna je od načina detekcije in interakcije s 
stacionarno fazo. Sestava mobilne faze mora vsebovati anorgansko in organsko fazo, pri 
čemer je anorganska faza voda oz. puferna raztopina in organskega topila ali pa je 
kombinacija obeh. Različna sestava mobilne faze neposredno vpliva na hitrost elucije, saj 
se posamezne komponente vzorca eluirajo glede na interakcijo s kolono. S povečanjem 
razlike v polarnosti med mobilno in stacionarno fazo se podaljša čas zadrževanja spojin, 
kot rezultat so vidni širši kromatografski vrhovi. Lahko se zgodi tudi obratno, če razliko v 
polarnosti zmanjšamo, se spojine iz kolone sperejo hitreje in kromatografski vrhovi so 
bližje skupaj. Z uporabo gradienta se lahko temu izognemo. Pravilna izbira gradientne 
sestave mobilne faze nam skrajša retencijske čase in pri tem še vedno lahko doseženo 
ustrezno ločbo spojin. Pogosto se mobilni fazi doda majhna količina hlapnega 




Izbira pretoka mobilne faze 
Ločba spojin ni odvisna samo od izbire kolone in sestave mobilne faze, ampak tudi od 
pretoka. Kromatografski vrhovi se bolje ločijo, če je pretok manjši. S časovnega vidika in 
vidika učinkovitosti je potrebno najti kompromis med pretokom in ločbo. Z povišanjem 
pretoka učinkovitost ločbe pade, skrajša pa se čas analize. Optimalna vrednost pretoka, ki 





Metode HPLC in MS 
Kolona 
 Zorbax 80A ekstend C18; 150 mm × 4,6 mm × 3,5 µm 
Temperatura kolone 25°C 
Volumen injiciranja 10 µL 
Valovna dolžina 220 nm in 254 nm 
Čas analize 16 min 
Sestava mobilne faze A Voda + 1% acetonitrila + 0,1 % HCOOH 
Sestava mobilne faze C Acetonitril + 1% vode + 0,1 % HCOOH 
Gradientna sestava 
čas  (min) A (%) C (%) 
pretok 
(mL/min) 
0 90 10 1,5 
3 55 45 1,5 
7 20 80 1,5 
12 5 95 1,5 
14 45 65 1,5 
16 90 10 1,5 
 
Preglednica 2: Začetni kromatografski pogoji pri razvijanju HPLC metode. 
 
Primarna HPLC metoda, ki smo jo uporabili za preiskovanje spojin je prikazana v spodnji 
preglednici. Analize so bile izvedena na HPLC instrumentu Agilent Technologies 1290. 
Za separacijo spojin smo uporabili kromatografsko kolono  X-Bridge C18; 150 mm × 4,6 
mm × 3,5 µm, saj nam je te zaradi svojih karakteristik podajala najboljše rezultate. Pretok 
skozi kolone je bil 1,5 mL/min, volumen injiciranja pa 10 µL. Mobilno fazo smo 
gradientno spreminjali v odvisnosti od časa, mobilna  faza A je predstavljala mešanico 
vode + 1% acetonitrila + 0,1 % HCOOH, sestava mobilne faze C pa je bil acetonitril. 
Celotni čas kromatografiranja je bil 10 min pri 25°C. Merjena valovna dolžina je bila 254 









 X-Bridge C18; 150 mm × 4,6 mm × 3,5 µm 
Temperatura kolone 25°C 
Volumen injiciranja 10 µL 
Valovna dolžina 220 nm in 254 nm 
Čas analize 10 min 
Sestava mobilne faze A Voda + 1% acetonitrila + 0,1 % HCOOH 
Sestava mobilne faze C acetonitril 
Gradientna sestava 
čas  (min) A (%) C (%) 
pretok 
(mL/min) 
0 85 15 1,5 
1 85 15 1,5 
5 2 98 1,5 
5,5 2 98 1,5 
6 85 15 1,5 
10 85 15 1,5 
 
Preglednica 3: Kromatografski pogoji  za določevanje polarnih komponent. 
 
Ker smo pričakovali, da zgoraj opisana HPLC metoda ne bo primerna za vse analizirane 
spojine, predvsem za bolj polarne spojine, ki so se predčasno eluirale in jih ni bilo možno 
ovrednotiti, smo tako obstoječo metodo nadgradili. Osnovni kromatografski pogoji, ko so 
kolona, temperatura, valovna dolžina in volumen injiciranja so ostali nespremenjeni. 
Razlika je le v gradientni sestavi mobilne faze A in C ter pretoku. Čas kromatografiranja 
je bil 16 min, kar je 6 min dlje od prvotne HPLC metode. Spreminjali smo tudi pretok 
mobilnih faz. V prvih 2 minutah kromatografiranja  smo imeli pretok 1,0 mL/min in 95 % 








 X-Bridge C18; 150 mm × 4,6 mm × 3,5 µm 
Temperatura kolone 25°C 
Volumen injiciranja 10 µL 
Valovna dolžina 220 nm in 254 nm  
Čas analize 16 min 
Sestava mobilne faze A Voda + 1% acetonitrila + 0,1 % HCOOH 
Sestava mobilne faze C acetonitril 
Gradientna sestava 
čas  (min) A (%) C (%) 
pretok  
(mL/min) 
0 95 5 1 
2 95 5 1 
4 80 20 1 
5 80 20 1,5 
10 2 98 1,5 
11 2 98 1,5 
11,5 80 20 1,5 
12,2 80 20 1 
12,4 95 5 1 
16 95 5 1 
 
Preglednica 4: Kromatografski pogoji z daljšim retencijskim časom. 
 
Pred začetkom izvedbe instrumentalnega dela analize je potrebno kromatografski sistem 
skupaj s kolono dobro sprati z ustreznimi topili in nato kolono uravnotežiti glede na tip 
elucije z mobilno fazo, ki jo uporabljamo pri trenutni analizi. V preglednici 5 so opisani 










 X-Bridge C18; 150 mm × 4,6 mm × 3,5 µm 
Temperatura kolone 25°C 
Volumen injiciranja 10 µL 
Valovna dolžina 220 nm in 254 nm 
Čas analize 10 min 
Sestava mobilne faze B voda 
Sestava mobilne faze C acetonitril 
Gradientna sestava 
čas  
(min) B (%) C (%) 
pretok 
(mL/min) 
0 50 50 1 
2 85 15 1 
5 2 98 1 
5,5 2 98 1 
6 50 50 1 
10 50 50 1 
 
Preglednica 5: Kromatografski pogoji za spiranje kolone. 
 
HPLC instrument je bil sklopljen z masni spektrometrom Advion expression CMSL
 
, tip 
ionizacije, ki smo jo izbrali je ionizacija z razprševanjem v električnem polju – ESI. Plin 
primeren za MS, ki smo ga uporabili je bil dušik (oznaka 4.8) s pretokom 5 mL/min. 
Izbrali smo pozitivno in negativno ionizacijo. Način injiciranja pri HPLC metodi je 
splitless, kar pomeni, da je celotni volumen vzorca injiciran v kolono, medtem, ko gre pri 
masnem spektrometru za split injiciranje. Na masni detektor le tega injiciramo 1/5 
prvotnega volumna (preko pasivnega modula), zato kot posledico lahko pričakujemo 









Vzorci, ki smo jih analizirali so spojine sintetizirane na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. 
Vzorci so 10 mM raztopine spojin v DMSO-ju in so bili shranjeni v hladilniku. 
Priprava vzorcev 
 
• Prvi sklop vzorcev smo pripravili iz že obstoječe knjižnice spojin, tako, da smo v 
mikrovialo dodali 2 µL prvotnega vzorca (10 mM) iz knjižnice spojin in mu 
dodali 198 µL vode. Vzorec v zaprti viali smo nato premešali na vortexu (0,1 
mM).  
• V drugem delu smo pripravili 260 vzorcev koncentracije 10 mM v DMSO, za 




4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 
Pri razvoju HPLC metode je bil naš glavni cilj določiti čim bolj univerzalno metodo, s 
katero bi dosegli zadovoljive rezultate pri testiranju večjega števila različnih vzorcev.  
Razvoj HPLC metode 
Naš cilj je bil, da s primernimi kromatografskimi pogoji v doglednem času pridemo do 
ustreznih in zanesljivih rezultatov. 
Začetne kromatografske parametre smo določali na koloni Zorbax 80A ekstender; 150 
mm × 4,6 mm × 3,5 µm z uporabo mobilne faze voda + 1 % acetonitrila + 0,1 % 
HCOOH, kot vodnega dela mobilne faze in acetonitril + 1 % vode + 0,1 % HCOOH kot 
organskega modifikatorja. Razlog za izbiro zgoraj omenjen kolone je bil, da se lahko na 
kromatografski koloni z manjšimi delci ob istem pretoku doseže enaka ločba, kot na daljši 
koloni z večjimi delci. Ker imajo manjši delci večjo površino, se komponente vzorca 
hitreje izmenjujejo med stacionarno in mobilno fazo in s tem dosežemo tudi krajši čas 
analize. Po preizkusih različnih programov gradientnega izpiranja kolone, smo prišli do 
zaključka, da izbrana kolona ni primerna zaradi nastanka dveh prevojev pri 6 min in 
9 min, želeli pa smo kromatogram, ki je bolj zvezen in brez prevelikih nihanj. 
       
Slika 3: Kromatogram preverjanja začetnih kromatografskih pogojev. 
 
 
V prvem delu razvoja metode in izbire kromatografske kolone, smo prišli do zaključka da 
je kolona X-Bridge C18, 150 mm × 4,6 mm × 3,5 µm, bolj kompatibilna za spojine v 
širokem pH in T območju. Dolžino in velikost delcev smo obdržali isto, kot pri koloni v 
prvem delu razvoja kromatografske metode.  
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Izbrali smo metodo gradientnega izpiranja, s katero smo pospešili izpiranje organskih 
spojin, katerih polarnost se giblje v širokem območju. Nekatere izmed teh spojin se lahko 
močneje zadržujejo na kromatografski koloni, vendar jih lahko s primernim gradientom 
(sestavo mobilne faze) hitreje izperemo. Sestava naše mobilne faze C je na začetku poleg 
acetonitrila vsebovala tudi 1 % vode in 0,1 % HCOOH. Z dodatkom HCOOH 
povečujemo delež vodikovih ionov (H+
 
) v raztopini, kar vpliva na ionizacijo spojin. Kljub 
temu da se pri 254 nm ne absorbirata tako  HCOOH kot acetonitril, se je v našem primeru 
bazna linija nepričakovano dvignila (Slika 3). Problem smo odpravili tako, da smo kot 
mobilno fazo C uporabili samo čisti acetonitril. Kljub temu še vedno nismo bili 
zadovoljni z rezultati. Sestavo naše mobilne faze smo spreminjali zvezno in ker 
kromatografski pogoji (Preglednica 2), niso ustrezali za spojine, kot so amini (kljub 
relativno lipofilnih spojinah, ki jih lahko pričakujemo) saj so se te sprale prehitro s fronto, 
smo se odločili za spremembo gradientne sestave. Povečal se je tudi pretok vode na 
detektor masnega spektrometra, zato smo zmanjšali na 1 mL/min. Na spodnjem grafu 
(Slika 4) je prikazana sestava mobilne faze v odvisnosti od časa za kromatografske 
pogoje opisane v preglednici 3. 
Slika 4: Grafični prikaz sestave mobilne faze v odvisnosti od časa. 
      
4.2 
Pripravljene vzorce smo analizirali s HPLC-MS kromatografsko tehniko in iz 
kromatogramov in masnih spektrov sklepali na čistost vzorcev iz deleža vrhov AUC 






Selektivnost metode:  
Selektivnost analizne metode je njena sposobnost, da točno in specifično meri količino 
oz. koncentracijo preiskovane spojine v vzorcu ob prisotnosti možnih dodatnih 
komponent. V primeru, da analizna metoda ni dovolj specifična/ selektivna, se lahko 
kompenzira z drugo podporno analizno metodo, v našem primeru je to sklopitev z 
masnim spektrometrom. Vsako analizo smo začeli z injiciranjem topila in ga po potrebi 
injicirali tudi tekom sekvence. Integracijske parametre izberemo tako, da zanemarimo 
kromatografske vrhove topila. Potek bazne linije smo v splošnem določili tako, da smo 
izbrali integracijske pogoje, na osnovi katerih bazna linija pod vrhovi poteka enako kot na 
kromatogramu topila (npr. če ima bazna linija na kromatogramu topila naklon, enak 




Slika 5: Kromatogram topila. 
 
Kromatografski pogoji, ki so nam dali spodaj prikazane rezultate so opisani v preglednici 
3. Razvita metoda je ustrezala za identifikacijo skoraj 84 % preiskovanih spojin. Na 
težavo smo naleteli pri analiziranju bolj polarnih molekul, kjer se nam je spojina prehitro 
izprala iz kolone in jo na masnem detektorju tako ni bilo možno identificirati. 
Vse spojine, ki smo jih analizirali so bile ustrezno dokumentirane. V Excel tabeli so bili 
zbrani podatki o molski masi spojine, njeni lokaciji shranjevanja, strukturi,… Ti podatki 
so bili ključnega pomena pri vrednotenju naših rezultatov. 
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S pomočjo UV kromatograma smo določili retencijski čas našega glavnega vrha. S 
pomočjo UV kromatograma smo tako v masnem spektru lažje identificiramo našo 
preiskovano spojino.  
4.2.2 
 
Vrednotenje celotne knjižnice 
Prvotno smo pri testiranju vseh preiskovanih spojin uporabili kromatografske pogoje s 
kolono X-Bridge C18; 150 mm × 4,6 mm × 3,5 µm pri 25° C, konstantnim pretokom 1 
mL/min in valovno dolžino 220 nm ter 254 nm. Celoten čas kromatografiranja je bil 
10 min, gradientna sestava mobilne faze A je voda + 1% acetonitrila + 0,1 % HCOOH in 
mobilne faze C acetonitril.  
Statistično vrednotenje smo razdelili na dva dela. V prvem delu vrednotenja naših 
preiskovanih spojin smo izločili tiste, ki niso podajale ustreznih rezultatov oz. njihovo 
identifikacijo in čistost ni bilo možno ovrednotiti. Od  837 preiskovanih spojin jih 91 ni 
izkazovalo kompatibilnost z našo HPLC/MS metodo. Vrha na HPLC kromatogramu ni 
bilo možno detektirati, posledično na masnem detektorju ni bilo možno odčitati molske 
mase, za kvantitativno vrednotenje preiskovanih spojin. Statistično gledano je bila naša 
HPLC/MS metoda ustrezna za 89 % preiskovanih spojin. 20 % od neuspešnih 
preiskovanih spojin smo ponovno analizirali s HPLC metodo (Preglednica 4), katera je 
zaradi daljšega časa kromatografiranja bolj primerna za polarne molekule.  
S ponovnim vrednotenjem naknadno analiziranih preiskovanih spojin, nismo dobili 
želenih rezultatov, v večini primerov na UV kromatogramu vrh spojine ni bil detektiran 
ali ni bilo mogoče določiti molske mase na masnem detektorju. Razlogov za to je več. 
Prvi med njimi je vsekakor priprava vzorcev pred samo analizo. Vemo, da velik delež 
napak v spektrometriji predstavlja vsekakor človeški faktor. Drugi razlog je izbira 
neustrezne kromatografske kolone, mobilne faze in izbira ionizacije na masnem 
detektorju. Če bi nam čas dopuščal, bi lahko vseh 91 neuspešno analiziranih preiskovanih 
spojin analizirali z uporabo APCI ionizacije na masnem detektorju. 
V drugem delu vrednotenja naših rezultatov smo se tako osredotočili samo na vzorce, 
katerih vrh smo detektirali na UV kromatogramu. Pri statističnem vrednotenju celotne 
knjižnice spojin, lahko trdimo, da je bila naša prvotna HPLC metoda primerna za 
določevanje čistosti 89 %  preiskovanih spojin. Ostalih 11 % ni bilo možno detektirati na 
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UV kromatogramu ali mu odčitati molekulsko maso na masnem spektrometru, kljub 
naknadnem analiziranju po metodi z daljšim retencijskim časom, ki je primernejša za bolj 
polarne molekule  (Preglednica 4). Sklepamo lahko, da preiskovane spojine, katerih ni 
bilo možno vrednotiti, niso kompatibilne z našo HPLC/MS metodo. Ostali že omenjeni 
faktorji so pa tudi, možna napačna priprava vzorca, saj pri večjem številu težko 
obvladujemo le te. Možno je tudi da je preiskovana spojina prehitro eluirala iz 
kromatografske kolone ali pa je bila v izbranem topilu nestabilna. Tako je približno 59,5 
% preiskovanih spojin, katerih kromatografske vrhove smo detektirali po prvotni metodi 
(Preglednica 3) izkazovalo več kot 85% čistost. Dobljeni rezultati so dosegli naša 
pričakovanja, saj se moramo zavedati dejstva, do so imele vse analizirane spojine različne 
fizikalno - kemijske lastnosti in pri tem se vsaka molekula obnaša različno pri danih 
kromatografskih pogojih. Pri sami identifikaciji spojin, smo si posluževali shranjenih 
podatkov v elektronski obliki. Ko se srečujemo z velikim številom spojin, je namreč 
ugodnejše, da si podatke o kemijski strukturi, lokaciji hranjenja, količini in molski masi 
spojin, shranjujemo v organizirani bazi podatkov. S pomočjo baze smo lahko tako potrdili 
identifikacijo preiskovanih spojino in če je bilo možno identificirali njihove razpadne 
produkte. Tu težko trdimo, kaj se je zgodilo s preiskovano spojino v primeru neustreznih 
rezultatov. Razlogov je več, prvi med njim je ta, da je lahko spojina fragmentirala v 
ionskem izvoru in zato razpadla ali reagirala z topilom. V strokovni literaturi trdijo, da je 
stabilnost knjižnic spojin vprašljiva zaradi topila DMSO, v katerem shranjujemo vzorce. 
Ta je namreč hlapen in posledično spojina razpade, zaradi neustreznih pogojih 
shranjevanja. Drugi razlog za ne učinkovito identifikacijo je tudi izbira načina ionizacije.  
S programom ChemBioDraw smo nato narisali možne strukture razpadnih produktov in 
tako knjižnico spojin dopolnili z dodatnimi informacijami. Spodaj (preglednica 6) so 
prikazani rezultati čistosti spojin, iz deleža vrhov AUC (površine pod krivuljo), katere 







Čistost vzorcev iz deleža vrhov 
AUC pri 254 nm število vzorcev odstotni delež vzorcev 
95 - 100 % 528 70,8 % 
90 - 95 % 24 3,2 % 
80 - 90  % 43 5,8 % 
70 - 80 % 39 5,2 % 
60 - 70 % 29 3,9 % 
50 - 60 % 23 3,1 % 
0 - 50 % 60 8,0 % 























Identifikacija neznanih struktur z uporabo masnega detektorja 
4.2.3.1 Dobro ionizirana spojina 
 
Slika 7: Kromatogram vzorca IVK-10 pri UV detekciji 254 nm. 
 
Spojino z oznako IVK-10 smo analizirali z primarno HPLC metodo (glej preglednico 3). 
Površina nad AUC predstavlja glavni vrh spojine pri retencijskem času  Rt = 4,10 min z 
mol. maso 318,1 Da. Glede na točno izmerjeno molsko maso, predlagano molekulsko 
formulo, katera je zapisana v bazi podatkov naše knjižnice, ter masni spekter, lahko 
trdimo, da smo uporabili idealne kromatografske pogoje za zgoraj omenjeno preiskovano 
spojino. Iz UV kromatograma je vidno uspešno ločevanje spojine na kromatografski 
koloni, kot posledica izbire ustrezne mobilne faze, njenega pretoka, ter pravilne izbire 
stacionarne faze kromatografske kolone. V masnem spektrometru je spojina tudi dobro 
ionizirala. Z izbiro elektrorazpraševalne ionizacije (ESI) so nastali stabilni ioni, ki niso 
fragmentirali, in so se na masnem analizatorju ločili. 
Preiskovana spojina je brez razpadnih produktov, njena površina predstavlja 100 % delež 
nad AUC. Kromatografski vrh je lepo viden na masnem in UV spektru. Prednost spojine 
je še ta, da ionizira tako v pozitivni (ESI+) kot negativni (ESI-) ionizaciji. 
 
 





Slika 9:Masni spekter vzorca IVK-10 v negativni ionizaciji (ESI-). 
 
Slabo ionizirana spojina 
 
Slika 10: Kromatogram vzorca KUT-477 pri UV detekciji 254 nm. 
 
Iz kromatograma (Slika 9) je lepo razviden kromatografski vrh spojine pri času 6,09 min. 
Spojina ima velik odziv na UV kromatogramu, je čista brez razpadnih produktov. Spojino 
z oznako KUT-477 metil 2- (2-bromoetoksi) -3- (4-nitroanilino) -3-oksopropanoat smo 
določili samo na UV detektorju, medtem ko zaradi slabe ionizacije spojine te ni bilo 









Slika 12: Masni spekter vzorca KUT-477 v pozitivi ionizaciji (ESI+). 
 
Za dobro ionizacijo je potrebna zadostna energija elektrona, ki je približno 70 eV, ta je 
namreč potrebna  za cepitev molekule. V primeru nižje energije imamo tako neučinkovito 
ionizacijo, kar vpliva na kvaliteto informacij v spektru. 
 
4.2.3.2 Napačna priprava vzorca 
 
Tekom priprave vzorcev, smo predpostavili tudi možnost napake (človeški faktor), 
kateremu se je težko izogniti, pri pripravi večjega števila vzorce. Pred analizo ter 
vrednotenja dobljenih podatkov je potrebno vzorce ustrezno pripraviti. Namen priprave 
vzorca je ločitev analita od komponent matriksa, ki bi lahko vplivale na dobljene rezultate 
in redčitev vzorca s primernim topilom do ustrezne koncentracije. Sama priprava vzorcev 
je ponavadi korak, ki zahteva največ časa pri analiznem postopku. 
Pri vrednotenjem rezultatov smo za spojino oznake KUT-63 ugotovili, da nam pri UV 
detekciji in masnem detektorju ni detektiralo spojine. Sumimo na samo pripravo vzorca. 
Vzorci so bili namreč hranjenji v hladilniku, lahko se pri pripravi ni temperiral na sobno 
temperaturo in smo tako ne vedoč odpipetirali zrak in ne raztopino preiskovane spojine. S 
pomočjo Excel tabele smo preverili podatke o preiskovani spojini. 
 




Iz kromatograma (Slika 12) ni možno odčitati kromatografski vrh preiskovane spojine. Če 
primerjamo kromatogram topila (Slika 5) in kromatogram spojine z oznako KUT-63 
opazimo da sta identična. Glede na to, da naša spojina vsebuje nitro skupine (-NO2
 
), bi ta 
načeloma morala dobro absorbirati v UV območju. Naš sum o napačni pripravi vzorca s 
tem potrdimo. 
 
4.2.3.3 Spojine, ki tvorijo adukte 
 
Spojino, katera je v knjižnici vodena pod oznako DTT-18a, smo analizirali po prvotni 
HPLC metodi (glej preglednico 3). Iz dobljenega UV kromatograma (Slika 13) je pri 
retencijskem času 5,54 min lepo viden kromatografski vrh. Spojina ne vsebuje razpadnih 
produktov, površina nad AUC pa predstavlja 100 % čistost. Pri vrednotenju podatkov 
opazimo, da je pričakovana molska masa spojine 291,101 Da. Preiskovana spojina je 
pozitivno ionizirala v masnem detektorju, kar je bilo razvidno iz masnega spektra. 
Odčitana molska masa preiskovane spojine je 333,10 Da, kar je za +42 Da višje kot 
pričakovano. Za polarna topila, kot so acetonitril, dimetilsulfoksid (DMSO) in N,N-
dimetilformamid (DMF) je značilno, da so nekovalentne interakcije bistveno šibkejše, 
reaktivnost C-atoma je z amino skupino zelo dobra, zato reakcije potekajo hitreje. Iz 
dobljenega rezultata sklepamo, da je nastal adukt z acetontrilom. Nastanku adukta se 









Slika 15:Masni spekter vzorca DTT-18a  v pozitivi ionizaciji (ESI+). 
 
4.2.3.4 Dekarboksilacija spojine 
 
Preiskovano spojino, ki je v knjižnici vodena pod oznako KUT-336 detektiramo na UV 
kromatogramu  pri retencijskem času Rt = 5,24 min. Spojina je bila analizirana pri 
kromatografskih pogojih zapisanih v preglednici 3. Glede na molsko maso in molekulsko 
formulo, zavedeno v knjižnici spojin, je to spojina metil 3- (4-nitroanilino) -3-
oksopropanoat. Sodeč po UV kromatogramu spojina ne vsebuje razpadnih produktov, 
površina nad AUC pa predstavlja 100 % čistost. Pričakovana molska masa spojine je 
238,058 Da. Spojina je ionizirala v ESI- (Slika 16), naša odčitana molska masa iz 
masnega spektra je 161,0 Da. Predpostavimo da gre za primer spojine, ki v ionskem 
izvoru zaradi segrevanja dekarboksilira. Spojino, ki smo jo identificirali je tako  derivat 
ocetne kisline zaradi eliminacije vode. Zavedati se je potrebno dejstva, da ni nujno da je 
do razpada preiskovane spojine prišlo ravno v ionskem izvoru. Možno je namreč tudi, da 
je spojina reagirala že med samo pripravo vzorca ali pa že kromatografski pogoji niso 
zadostovali zagotavljanju njene stabilnosti. Za identifikacijo in potrditev rezultata bi bila 




Slika 16: Reakcija spojine KUT-336 do derivata ocetne kisline in vode. 
 
 
Slika 17: Kromatogram vzorca KUT-336 pri UV detekciji 254 nm. 
 
 
Slika 18:Masni spekter vzorca  KUT-336 v negativni ionizaciji (ESI-). 
 
4.2.3.5 Napačno zapisane spojine v knjižnici spojin 
 
Pri vrednotenju rezultatov smo pri določenih spojinah odčitali molsko maso, ki je 
odstopala od dejanske, ravno tako pa predpostavke, da je preiskovana spojina razpadla, 
nismo mogli potrditi. V takem primeru z analitskega vidika sumimo na  napačno 
identifikacijo spojine v bazi podatkov. Kot primer lahko vzamemo spojino 1,3-dipiridin-





Slika 19: Kromatogram vzorca  JI-17 pri UV detekciji 254 nm. 
Glede na UV kromatogram je površina spojina nad AUC z 100 % čistostjo. Iz baze 
podatkov pričakujemo molsko maso 214,085 Da, naš odčitek molske mase v masnem 
spektru pa je 229,00 Da. Spojino bo potrebno ponovno analizirati, da izločimo razlog 
napačne priprave vzorca.  
 
 
Slika 20: Masni spekter vzorca  JI-17 v negativni ionizaciji (ESI-). 
 
 
Za potrditev našega rezultata bi bilo mogoče potrebno izbrati drugo spektroskopsko 
tehniko, ali pa zamenjati izvor ionizacije na masnem detektorju. Dejstvo, ki ga ne smemo 
zanemariti pri reševanju takšnih primerov je ta, da je odstopanje rezultatov odvisno tudi 









4.2.3.6 Spontana ciklizacija  
 
 
Slika 22: Kromatogram vzorca IAA-8 pri UV detekciji 254 nm. 
 
 
Slika 23: Masni spekter vzorca  IAA-8 v negativni ionizaciji (ESI-). 
 
Definirana molska masa spojine, zavedena pod oznako IAA-8 je 310,1 Da. Na UV 
kromatogramu pri Rt = 5,35 min detektiramo spojino z mol. maso 263,0 Da. Glede na 
točno izmerjeno mol. maso in predlagano mol. formulo gre najverjetneje za spojino, ki je 
nastala kot posledica ciklizacije z intramolekularno kondenzacijo na C = O vez (t.j. z 
adicijo s sledečo eliminacijo vode). Na benzen sta vezani funkcionalni skupini oksim in 
ester, ki pri povišani temperaturi tvorita oksadiazolni obroč, kar je tudi sintezna pot za 
sintezo oksadiazolnega obroča. 
Geometrijski faktorji in hibridizacija centralnih atomov reaktivnih mest, imajo velik vpliv 





Slika 24: Reakcija spontane ciklizacije spojine 
 
V kolikor poteče pri ciklizaciji premik elektronov iz obroča govorimo o ekso-ciklizacijah, 
kadar pa poteče premik elektronov v obroč, pa govorimo o endo-ciklizacijah. Poznamo 
pet osnovnih tipov ciklizacije, ko pride do premika elektronov iz obroča, nastane ekso-tet, 
ekso-trig, ekso-dig ciklizacija. V primeru premika elektronov v obroč, pa lahko nastane 
endo-trig ali endo-dig ciklizacija. Segrevanje se je lahko zgodilo v izvoru ionizacije, kot 
pri primeru za spojino KUT-336. Tudi tu bi bila potrebna dodatna identifikacija na NMR 
spektrometru.    
 
4.2.3.7 Hidroliza spojine 
 
 
Slika 25: Kromatogram vzorca KUT-69  pri UV detekciji 254 nm. 
 
Pri vzorcu z oznako KUT-69 smo pri Rt = 5,13 min detektirali spojino z mol. maso 
359,0 Da. Omenjena spojina je bila analizirana s HPLC metodo (glej tabelo 3). Detekcijo 
pa smo zaradi visokega ionizacijskega potenciala spojine vrednotili v ESI+ ionizaciji. Na 
osnovi masnega spektra ni bilo mogoče predlagati strukturne formule z dovolj visoko 
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verjetnostjo, zaradi česar smo predlagali zgolj možno strukturno formulo spojine (glej 
sliko 21). Predvidevamo, da je na karboksilnem delu spojine nastala z oksidacijo in 
posledično hidrolizo spojina z molsko maso 358,1 Da. Zaradi potrebe natančne 
identifikacije in posledičnega preverjanja zgoraj opisane hipoteze, bi bila potrebna 
obširnejša raziskava. 
Spodnja slika prikazuje reakcijo hidrolize.  
 
 
Slika 26: Reakcija hidrolize spojine. 
 
Slika 27: Masni spekter vzorca  KUT-69 v pozitivni ionizaciji (ESI+). 
 
 
4.2.3.8 Učinek klorovih ali bromovih atomov na masni spekter organske spojine 
  
Pri vrednotenju rezultatov masnega spektra je potrebno biti pozoren na atome kot sta 
brom (Br) in klor (Cl). V masnem spektru spojine s funkcionalnimi skupinami Cl in Br 
vidimo dvojne vrhove (m+ in m+2). V spojinah, ki vsebujejo en kloridni ion, se le ta lahko 
pojavi v dveh izotopnih oblikah, kot 35Cl ali 37Cl  v razmerju 3:1. Iona imata tako različno 
relativno molekulsko maso m / z = 78 in m / z = 80. Dejstvo, da klor vsebuje 3- krat več 
izotopa 35Cl kot 37Cl, pomeni da bo 3- krat več molekul, ki vsebujejo lažji izotop kot težji, 
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kar je razvidno tudi pri odzivnosti vrhov na masnem spektru. Brom ima dva izotopa, 79Br 
in 81
 
Br v razmerju približno 1: 1. To pomeni, da bo spojina, ki vsebuje 1 atom broma, 
imela dva vrhova v molekulskem ionskem območju, odvisno od tega, kateri bromov 
izotop vsebuje. Za razliko od spojin, ki vsebujejo klor, bosta oba vrhova zelo podobna po 
višini. Glede na to, da izotopska sestava ni odvisna od ionizacije, prisotnost ustreznega 
























V okviru magistrske naloge smo razvili HPLC metodo sklopljeno z masno spektrometrijo 
za identifikacijo kemijske knjižnice spojin. Glavni poudarek je bil na razvoju optimalne 
HPLC metode, s pomočjo katere smo analizirali večje število vzorcev različnih spojin in 
preverili njeno delovanje. Ugotovili smo: 
• Ustrezno ločbo analiziranih spojin smo dosegli s kolono X-Bridge C18, 150 
mm×4,6 mm×3,5 µm. Za mobilno fazo smo uporabili mešanico vode, 1% 
acetonitrila in 0,1 % HCOOH (MF A) z acetonitrilom kot organskim 
modifikatorjem (MF C). V praksi se načeloma k organski fazi doda 1% vode in 
0,1 % HCOOH, za boljšo ionizacijo na MS detektorju.  
• Prvotna kromatografska metoda je bila selektivna za približno 80 % analiziranih 
spojin. 
• Bolj polarne molekule, katere so se prehitro eluirale iz kolone in jih posledično 
nismo mogli identificirati, smo naknadno analizirali še s kromatografsko metodo z 
daljšim časom kromatografiranja.  
• Metoda z daljšim časom kromatografiranja je bila primerna samo za kvalitativno 
vrednotenje, identifikacije še vedno nismo uspeli potrditi, kljub spremenjenim 
kromatografskim pogojem. 
•  Spojin, ki so slabo ionizirale v masnem spektru, ni bilo možno identificirati. Za 
vrednotenje teh bi bile primernejše ostale spektroskopske tehnike ali zamenjava 
vira ionizacije. 
• Spojine, ki so podvržene reakciji hidrolize ali adiciji z mravljično kislino in 
acetonitrilom, (topiloma, ki smo ju uporabili, kot mobilni fazi) tvorijo adukte, 
katere smo identificirali na masnem detektorju. Tvorbi aduktov se izognemo z 
uporabo višjega vakuuma pri masni spektrometriji, če do reakcije pride v ionskem 
izvoru. 
• HPLC/MS metoda je zaradi optimalnih kromatografskih pogojev namenjena tudi 
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